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A neosporose, doença causada pelo protozoário Neospora caninum, está amplamente 
disseminada em espécies domésticas e selvagens. A preocupação com esta protozoose é 
principalmente devido ao grande número de abortos em rebanhos bovinos e a doença 
neurológica, muitas vezes fatal, em cães. O N. caninum possui ciclo heteroxeno e seus 
hospedeiros definitivos são os cães e os coiotes (Canis latrans). O presente estudo 
contém uma revisão bibliográfica da neosporose nas principais espécies, com destaque 
para as espécies selvagens, e dois capítulos com estudos inéditos. No primeiro capítulo 
está o estudo da freqüência de anticorpos anti-N.caninum e anti-T.gondii em canídeos 
selvagens cativos (Cerdocyon thous, Lycalopex gymnocercus, Speothos venaticus e 
Chrysocyon brachyurus) de diferentes estados brasileiros (PR, SC, RJ e DF). A 
soroprevalência total obtida para N. caninum foi de 36% (18/50) e para T. gondii foi de 
40% (20/50), demonstrando a presença deste parasito em canídeos selvagens cativos no 
Brasil. No capítulo II está descrito o estudo do diagnóstico parasitológico de fezes de três 
espécies de canídeos selvagens cativos (Cerdocyon thous, Speothos venaticus e 
Chrysocyon brachyurus) e o diagnóstico molecular. Foram realizadas a pesquisa de 
oocistos, a extração de DNA de fezes e a identificação das amostras pela técnica de 
reação em cadeia da polimerase (PCR). Foram encontrados oocistos morfologicamente 
semelhantes aos de N. caninum em 7,5% (3/40) das amostras e foi encontrado DNA de N. 
caninum nas fezes de um lobo-guará (Chrysocyon brachyurus), residente do Zoológico de 
Curitiba – PR. Com base nestes resultados, sugere-se a continuidade de pesquisas que 
enfoquem tentativas de identificação de outros hospedeiros definitivos de N. caninum, 
participação dos animais selvagens no ciclo da neosporose e epidemiologia molecular do 
parasito. 
 














Neosporosis, a disease caused by the protozoan Neospora caninum, is largely 
disseminated in domestic and wild species. The large number of abortions in cattle is the 
main concern of this protozoosis, besides the fatal neurological disease in dogs. Neospora 
caninum has a heteroxen cycle and its definitive hosts are dogs and coyotes (Canis 
latrans). In this work, there are a review of neosporosis in the main species, especially wild 
species, and two chapters with original research papers. The first chapter contains the 
study of frequency of antibodies anti-N. Caninum and anti-T.gondii in captive wild canids 
(Cerdocyon thous, Lycalopex gymnocercus, Speothos venaticus and Chrysocyon 
brachyurus) from several Brazilian states (PR, SC, RJ and DF). The total seroprevalence 
of N. caninum was 36% (18/50) and of T. gondii was 40% (20/50), what shows the 
presence of this parasite in Brazilian captive wild canids. In chapter II parasitological and 
molecular diagnosis of faecal samples from three species of wild canids (Cerdocyon thous, 
Speothos venaticus e Chrysocyon brachyurus) are described. Oocysts morphologically 
related to N. caninum were found in 7.5% (3/40) samples and DNA  of N. caninum was 
found  in faeces of a maned wolf (Chrysocyon brachyurus) from Curitiba Zoo. Based on 
these results, it is important to continue to identify other potencial definitive hosts of N. 
caninum, investigate the participation of wild animals in the neosporosis cycle and study 
the molecular epidemiology of the parasite. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 
 
O Neospora caninum é um protozoário pertencente ao phylum Apicomplexa, classe 
Sporozoea, ordem Eucoccidiida e família Sarcocystidae (DUBEY et al., 2002). Foi 
identificado em 1984 (DUBEY et al., 1988), sendo anteriormente classificado como 
Toxoplasma gondii por suas similaridades taxonômicas. Seu ciclo de vida, no entanto, só 
foi elucidado em 1998 por McAllister e colaboradores (MCALLISTER et al., 1998). É 
parasita intracelular obrigatório e possui um ciclo heteroxeno, sendo transmitido também 
por via vertical. A neosporose é uma das principais causas de abortos e natimortos no 
gado bovino em todo o mundo, sendo responsável por grandes perdas econômicas 
(DUBEY et al., 2007). 
Neospora caninum possui três formas de vida em seu ciclo: os taquizoítos e os 
cistos contendo bradizoítos, que podem ser encontrados nos tecidos dos hospedeiros 
intermediários, e os oocistos, que são a forma de resistência, excretados pelos 
hospedeiros definitivos após a fase sexuada de reprodução dos parasitos e são 
encontrados no ambiente (DUBEY et al., 2007). Os hospedeiros intermediários 
contaminam-se ingerindo oocistos esporulados do parasito que foram eliminados no 
ambiente pelos hospedeiros definitivos. Estes, por sua vez, ingerem carcaças, fetos e 
restos de placentas contaminados. Nos hospedeiros definitivos ocorre a fase reprodutiva 
do parasito, o que origina os oocistos que serão eliminados no ambiente, completando 
assim o ciclo de transmissão horizontal. A transmissão horizontal é de notável 
importância, pois se estima que um único hospedeiro definitivo seja capaz de eliminar 
aproximadamente 500.000 oocistos após a ingestão de uma única carcaça contaminada, 
o que seria suficiente para infectar milhares de animais em um rebanho (GONDIM et al., 
2002). Todavia, a quantidade e freqüência de eliminação de oocistos pelos hospedeiros 
definitivos não são constantes e estudos têm apresentado resultados bastante diferentes  
desses parâmetros (LINDSAY et al., 2001a; SLAPETA, et al., 2002a). 
Diversas espécies de animais domésticos e não domésticos podem atuar como 
hospedeiros intermediários do N. caninum, como os cães, os bovinos, ovinos, caprinos, 
eqüinos, búfalos, cervos, ratos silvestres (Rattus norvegicus) e as raposas (Vulpes vulpes) 
(ANDERSON et al., 2000; ALMERIA et al., 2002; HUANG et al., 2004; RODRIGUES et al., 
2004). Os hospedeiros definitivos já identificados são os cães e os coiotes (MCALLISTER 
et al., 1998; GONDIM et al., 2004). Os coiotes foram identificados como hospedeiros 





pesquisadores do mundo inteiro investigam a participação de animais selvagens no ciclo 
da neosporose.  
O Neospora caninum está amplamente disseminado entre várias espécies de 
animais selvagens no mundo, conforme demonstram diversas pesquisas. Nos Estados 
Unidos, foi evidenciada associação entre a soroprevalência de N. caninum em bovinos e a  
presença de coiotes próximo às fazendas de gado (BARLING et al., 2000). Gondim e 
colaboradores demonstraram experimentalmente que existe a possibilidade de 
transmissão do parasito entre espécies domésticas e selvagens (cães, coiotes, cervos e 
vacas) (GONDIM et al., 2004a). A importância dos animais silvestres no ciclo da 
neosporose, no entanto, ainda carece de maiores estudos. 
Houve sucesso na infecção experimental de dois macacos rhesus por Neospora 
caninum, o que levou a crer que existe possibilidade de infecção em seres humanos 
(BARR et al., 1994). Poucos estudos foram feitos a respeito do potencial zoonótico da 
neosporose. No ano de 2006, Lobato et al. realizaram uma pesquisa de imunoglobulinas 
G anti-N. caninum em diferentes grupos de pacientes humanos e encontraram uma 
predominância em pacientes imunocomprometidos ou com distúrbios neurológicos 
(LOBATO et al., 2006). O parasito ainda não foi isolado de tecidos humanos (DUBEY et 
al., 2007). São necessários mais estudos para o esclarecimento completo da 
possibilidade de infecção por Neospora caninum em seres humanos. 
O presente estudo fará inicialmente uma breve abordagem sobre a neosporose em 
bovinos e cães, que são as espécies mais estudadas, e em seguida será apresentada 
uma revisão bibliográfica sobre Neospora caninum em animais selvagens. 

















2 OBJETIVOS GERAIS 
 
 Determinar a soroprevalência de Neospora caninum em canídeos selvagens.  
 Realizar diagnóstico parasitológico para presença e prevalência de Neospora 




3 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 Determinar a prevalência de anticorpos anti-N.caninum em canídeos selvagens 
cativos de diferentes estados brasileiros. 
 Realizar diagnóstico parasitológico de fezes de diferentes espécies de canídeos 
selvagens cativos, verificando a presença de oocistos. 
 Identificação dos oocistos encontrados pela técnica de PCR. 
 Extração de DNA de fezes de canídeos selvagens e identificação das amostras 






















4  NEOSPOROSE EM BOVINOS 
 
A neosporose está amplamente distribuída nos rebanhos bovinos mundiais. 
Estudos determinaram a soroprevalência de anticorpos anti-N.caninum em diversos 
países, como Brasil, Argentina, Austrália, Canadá, Alemanha, Irlanda, México, Polônia, 
Nova Zelândia, França, Rússia, Turquia, etc. Ainda que as técnicas diagnósticas utilizadas 
e os pontos de cortes sejam distintos nos diferentes estudos, impossibilitando assim uma 
comparação das prevalências no mundo, essas pesquisas comprovam a distribuição 
cosmopolita do N. caninum (DUBEY et al., 2007).  
No Brasil, as soroprevalências da neosporose bovina variam de 6,8% a 89,7%, nos 
estados do Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Paraná, Santa Catarina, Rio de Janeiro, 
Rio Grande do Sul, São Paulo, Bahia, Rondônia, Pernambuco e Goiás (LOCATELLI-
DITTRICH et al., 2001; RAGOZO et al., 2003;  GENNARI, 2004; GUIMARÃES JR et al., 
2004; MELO et al., 2006). Uma pesquisa no Sul do Brasil verificou que 37 dentre 110 
fetos abortados estavam infectados por N. caninum (CORBELLINI et al., 2006). 
 Além de diagnósticos sorológicos, já foi realizado o isolamento do N. caninum  de  
tecidos de bovinos em vários países, comprovando os animais desta espécie como 
hospedeiros intermediários do parasito (DUBEY et al., 2007; ZHANG et al., 2007). No 
Brasil, o isolamento foi feito em tecidos de cérebro de fetos abortados e de bezerro com 
cegueira congênita (LOCATELLI–DITTRICH et al., 2003; 2004). O primeiro isolamento do 
parasito de tecidos de fetos abortados foi feito por Conrad e colaboradores (CONRAD et 
al., 1993). 
 A transmissão transplacentária de N. caninum é considerada a principal via de 
infecção em bovinos e pode ocorrer em gestações e gerações sucessivas, mantendo a 
infecção no rebanho (ANDERSON et al., 2000; HADDAD et al., 2005; INNES, 2007). A 
transmissão ocorre quando taquizoítas existentes no organismo da mãe infectada 
atravessam a barreira placentária. Vários estudos têm verificado diferenças na forma de 
transmissão congênita se a infecção ocorreu durante a gestação ou quando houve uma 
reagudização de uma infecção pré-existente (TREE e WILLIANS, 2005). Nos ruminantes, 
não há transferência de anticorpos da mãe para os filhotes, portanto, a detecção de 
anticorpos precolostrais em bezerros comprova a síntese intra-uterina dos anticorpos pelo 
feto e conseqüentemente a transmissão vertical do N. caninum (DUBEY et al., 2007). 
Entretanto, resultados sorológicos negativos em bezerros com menos de 180 dias devem 





completamente competente (BARTLEY et al., 2004). Até o momento não foi comprovada 
transmissão natural via leite, colostro ou sêmen (SANDERSON, 2007), mas o DNA de N. 
caninum foi encontrado no colostro de vacas soropositivas (MOSKWA et al., 2007). 
 A presença de cães soropositivos foi considerada fator de risco para infecção de 
rebanhos em pesquisas que demonstraram forte associação entre esses fatores (BASSO 
et al., 2001; SCHARES et al, 2004). Entretanto, um estudo realizado no estado do 
Paraná, Brasil, indicou que a presença de cães soropositivos para N. caninum nas 
propriedades rurais não contribui para a soroprevalência dos bovinos (LOCATELLI-
DITTRICH et al, 2009). 
O aborto é a principal conseqüência da infecção causada pelo N. caninum nos 
rebanhos. As vacas soropositivas apresentam chances duas a sete vezes maiores de 
abortar que as soronegativas (SANDERSON, 2007). O aborto ocorre geralmente entre o 
quarto e o sexto mês de gestação, e os animais não apresentam nenhum sinal clínico que 
sugira o abortamento (ANDERSON et al., 2000). Quando as gestações de vacas 
soropositivas vão a termo, podem nascer fetos com sinais neurológicos como paresia de 
membros, ataxia, incoordenação, opistótono, ausência de tônus muscular (DUBEY, 1999; 
SANTOS et al., 2006),  no entanto na maior parte dos casos nascem animais portadores 
assintomáticos (ANDERSON et al., 2000).   
 
5 NEOSPOROSE EM CÃES 
 
Por tratar-se de uma doença de ampla distribuição, suspeitou-se da participação de 
um carnívoro cosmopolita no ciclo da neosporose. Em 1998, McAllister e colaboradores 
descobriram que os cães domésticos eram capazes de eliminar oocistos de Neospora 
caninum (McALLISTER et al, 1998). O papel dos cães como hospedeiros definitivos 
também foi confirmado no ano seguinte (LINDSAY, DUBEY e DUNCAN, 1999). Eles 
podem atuar também como hospedeiros intermediários do parasito, desenvolvendo um 
quadro de doença neuromuscular muitas vezes fatal (DUBEY, 2003). 
O primeiro relato de neosporose clínica em cães data de 1984 e foi feito em filhotes 
da raça Boxer que apresentavam sinais neurológicos e foram a óbito (BARBER e TREES, 
1996).  
Os principais sinais clínicos da doença são paralisia de membros pélvicos com 
hiperextensão rígida, paresia com ataxia, atrofia muscular, mialgia, paresia de membros 





convulsões, incontinência urinária e fecal, e mais raramente alterações em nervos 
cranianos, nistagmo e estrabismo. Pode acometer animais de todas as idades e raças, 
mas animais infectados de maneira congênita parecem desenvolver as formas mais 
graves da doença (DUBEY, 2007a).  
O diagnóstico pode ser feito pela pesquisa de anticorpos anti-N. caninum por meio 
de técnicas sorológicas, como imunofluorescência indireta (IFI) e ELISA, ou 
parasitológicas, nas quais se detecta a presença do parasito em lesões histopatológicas 
por imunohistoquímica ou pela reação em cadeia da polimerase. Por serem hospedeiros 
definitivos do N. caninum, os cães são capazes de eliminar oocistos do protozoário nas 
fezes, no entanto, o exame parasitológico de fezes não deve ser usado para diagnóstico 
da doença clínica, pois nunca foram encontrados em animais com a doença ativa 
(LINDSAY et al., 1999).  
Estudos descreveram a soroprevalência e a ocorrência da doença em cães em 
diversos países da Europa (LASRI et al., 2004; PITEL et al., 2001; DUBEY et al., 2007), 
da Ásia (KIM et al., 2003; KYAW et al., 2004), das Américas (CHEADLE et al., 1999; 
BASSO et al., 2001; DUBEY et al., 2007), incluindo o Brasil, onde tem-se resultados no 
Mato Grosso do Sul (ANDREOTTI et al., 2006), em Minas Gerais (FERNANDES et al., 
2004), no Paraná (SOUZA et al., 2002), entre outros (DUBEY et al., 2007). 
O primeiro isolamento de N. caninum proveniente de tecido de cão no Brasil foi 
feito em 2001 (GONDIM et al., 2001). 
  Pesquisas demonstram uma maior freqüência de infecção por N. caninum em cães 
de áreas rurais em relação aos residentes em meio urbano, o que pode ser explicado pelo 
maior contato de animais que moram próximos a fazendas com carcaças e restos de fetos 
contaminados (WANHA et al., 2005; HORNOK et al., 2006).  
 
6  NEOSPORA CANINUM EM ANIMAIS SELVAGENS 
 
O ciclo silvestre da neosporose tem sido estudado em diversos países, 
principalmente após a confirmação de uma espécie de canídeo selvagem norte-
americana, os coiotes (Canis latrans), como hospedeiro definitivo (GONDIM, 2006). Esta 
comprovação foi feita pela observação dos oocistos nas fezes de animais desta espécie 
após a ingestão de tecidos contaminados com Neospora caninum (GONDIM et al., 2004). 
Detectou-se também a presença de infecção pelo coccídeo em cervos (Odocoileus 





da neosporose nos Estados Unidos (VIANNA et al., 2005). 
A importância da participação dos animais silvestres no ciclo da neosporose ainda 
merece mais estudos, no entanto uma pesquisa realizada nos Estado Unidos revelou um 
aumento no risco de infecção do gado de corte associado a áreas com altas 
concentrações de coiotes e outros canídeos selvagens (BARLING et al., 2000). 
Considerando-se a similaridade fisiológica e comportamental dos coiotes com 
outras espécies de canídeos selvagens, existe a possibilidade de que estas também 
atuem como hospedeiros definitivos deste parasito.  Oocistos de N. caninum não foram 
observados nas fezes de raposas-vermelhas (Vulpes vulpes) que ingeriram tecidos de 
animais contaminados (ROSYPAL e LINDSAY, 2005; SCHARES et al., 2002). No entanto, 
foram encontrados oocistos morfologica e molecularmente semelhantes aos oocistos de 
N. caninum em fezes de dois animais, do total de 271 raposas-vermelhas. Todos os 
animais eram de vida livre e não foram experimentalmente infectados. Entretanto, devido 
ao fato de ter sido encontrado um pequeno número de oocistos e em apenas dois 
animais, o autor do trabalho julga necessários mais estudos antes de considerar a raposa-
vermelha como a segunda espécie de canídeo selvagem descoberta como hospedeiro 
definitivo do N. caninum (WAPENAAR et al., 2006).  
Além dos canídeos, outras espécies de carnívoros não-domésticos já foram 
pesquisadas com o objetivo de encontrar outros hospedeiros definitivos para este 
protozoário. Três espécies de mustelídeos foram alimentadas com tecidos infectados com 
N. caninum para avaliar a capacidade dessas espécies em excretar oocistos do parasito. 
Nenhum animal eliminou oocistos em suas fezes, não sendo comprovada neste estudo, 
portanto, a hipótese dessas espécies atuarem como hospedeiros definitivos deste 
protozoário (McALLISTER et al. 1999).   
 
6.1 NEOSPOROSE EM ANIMAIS SELVAGENS NO MUNDO 
 
Pesquisas com N. caninum estão sendo realizadas em vários países e em 
diferentes espécies não-domésticas, carnívoras e herbívoras, muitas soropositivas para 
Neospora caninum. Estudos sorológicos detectaram a presença de anticorpos anti-N. 
caninum em seis espécies selvagens nos Estados Unidos, dez espécies na América do 
Sul, sete espécies na Europa, nove espécies na África e uma na Austrália. Essas 
espécies contemplam o grupo dos mustelídeos, canídeos, felídeos, bovídeos e cervídeos 





ao N. caninum foi mencionada em bovinos, cabras, ovelhas, canídeos, gatos, gambás 
(Didelphis marsupialis), búfalos, alpacas, vicunhas e lhamas (MOORE, 2005; WOLF et al., 
2005). 
6.1.1 Carnívoros  
 
Em um estudo realizado na Espanha (SOBRINO et al. 2008), anticorpos anti-
N.caninum foram detectados por pelo menos duas técnicas sorológicas diferentes, em 
duas espécies de felídeos (Lynx pardinus e Felis silvestres), quatro espécies de 
mustelídeos (Martes foina, Martes martes, Meles meles e Mustela putorius furo) e duas 
espécies de canídeos (Vulpes vulpes e Canis lupus). Este trabalho foi o primeiro a 
detectar a infecção por N. caninum em carnívoros selvagens de vida livre na Espanha e a 
relatar o contato desse parasito com espécies selvagens de vida livre, que não canídeos, 
na Europa. 
Três espécies africanas de carnívoros apresentaram soropositividade para N. 
caninum (Crocuta crocuta, Acinonyx jubatus e Panthera leo), e algumas espécies 
herbívoras (Taurotragus oryx, Syncerus caffer, Gazella thompsoni, Aepyceros melampus, 
Phacochoerus aethiopicus), com destaque para o primeiro relato em zebras (Equus 
burchelli) (FERROGLIO et al., 2003). 
 
6.1.2 Não-carnívoros  
 
Os cervídeos são um grupo de herbívoros frequentemente pesquisados quanto a 
sua participação no ciclo da neosporose, porque veados-da-cauda-branca (Odocoileus 
virginianus) foram identificados como hospedeiros intermediários naturais de N. caninum 
nos Estados Unidos, após isolamento do parasito em tecidos deste hospedeiro (VIANNA 
et al., 2005). Outros autores já haviam detectado altos índices de soroprevalência de N. 
caninum em animais desta espécie (DUBEY et al., 1999; LINDSAY et al., 2002). 
Cervídeos das espécies Odocoileus hemionus columbianus e Odocoileus hemionus 
hemionus também foram examinados e apresentaram soropositividade para N.caninum 
(DUBEY et al., 2008).  
Na Espanha, foi realizado estudo de soroprevalência para N.caninum em várias 
espécies selvagens não-carnívoras, encontrando-se positividade em cervo-nobre (Cervus 
elaphus), aoudade (Ammotragus lervia), corça (Capreolus capreolus), javali (Sus scrofa) e 





caça (ALMERÍA et al., 2007). 
Há relatos de abortos em lhamas causados por N. caninum (CHAVEZ-
VELASQUEZ et al., 2004) e a soroprevalência para N. caninum encontrada nesse animais 
na Argentina foi de 4,6% (MORÉ et al., 2008) e no Peru foi de 1,2% (WOLF et al., 2005). 
Uma pesquisa realizada com espécies de ruminantes selvagens encontrou 
soropositividade para N.caninum em Rupicapra rupicapra, Cervus elaphus e Capreolus 
capreolus, todos animais de vida livre e do continente europeu (BREGOLI et al., 2006).  
No intuito de identificar reservatórios de N. caninum, foram realizados alguns 
estudos com roedores. Ferroglio et al. (2007) encontraram DNA do protozoário em tecidos 
de três espécies de roedores (Mus musculus, Rattus norvegicus e Apodemus sylvaticus) 
capturados próximo a fazendas italianas com casos de aborto em vacas. Em outro 
trabalho, realizado nos Estados Unidos, roedores das espécies M. musculus e R. 
norvegicus também apresentaram DNA do parasito nos seus tecidos (JENKINS et al., 
2007). R. norvegicus de Taiwan apresentaram soropositividade para N. caninum, bem 
como DNA do parasito nos tecidos (HUANG et al., 2004). Coelhos selvagens (Oryctolagus 
cuniculus) foram pesquisados na Inglaterra e identificou-se a presença do protozoário em 
10,6% dos animais (HUGHES et al., 2008). A importância dos roedores no ciclo da 
neosporose ainda não está completamente elucidada. 
Por fazerem parte da dieta da maioria dos carnívoros, as aves também são 
investigadas sobre seu potencial como hospedeiros de N. caninum. Alguns pombos 
(Columba livea) e uma espécie de passeriforme (Poephila guttata) foram infectados 
experimentalmente com taquizoítos do protozoário, no entanto somente os pombos 
desenvolveram a infecção (McGUIRE et al., 1999). Pombos foram confirmados como 
bons modelos experimentais para estudos com N. caninum por Mineo e colaboradores 
(2008), porque animais inoculados com taquizoítas do parasito soroconverteram e a 
disseminação do protozoário nos tecidos foi confirmada pela técnica de 
imunohistoquímica. Recentemente, frangos domésticos (Gallus gallus) foram identificados 
como hospedeiros intermediários naturais de N. caninum por técnicas sorológicas e 
moleculares (COSTA et al., 2007). 
 
6.1.3 Canídeos  
 
Dentre os canídeos, pesquisas demonstraram soropositividade para N. caninum 





al., 2007), lobos-cinzentos (Canis lupus) (GONDIM et al., 2004a; DUBEY e THULLIEZ, 
2005; STEINNMAN et al. 2006; SOBRINO et al., 2008), raposas-vermelhas (Vulpes 
vulpes) (WOLF et al., 2001; ALMERIA et al., 2002; HAMILTON et al., 2005; WANHA et al., 
2005; STEINNMAN et al. 2006; JAKUBEK et al., 2007; MURPHY et al., 2007; 
WAPENAAR et al., 2007) e raposas-cinzentas (Urocyon cinereoargenteus) (LINDSAY, 
WESTON e LITTLE, 2001).  
Cérebros de raposas-vermelhas (Vulpes vulpes) da República Checa, coletados de 
animais de vida livre recém-abatidos, foram submetidos a técnicas moleculares e foi 
observada presença do parasito em 4,61% deles (HURKOVÁ et al., 2006). 
 
6.2 NEOSPOROSE EM ANIMAIS SELVAGENS NO BRASIL  
 
No Brasil, estudos com cervídeos foram realizados em diferentes estados. Em um 
trabalho realizado com animais de zoológicos e criadouros, foram encontrados anticorpos 
anti-N.caninum em 42% dos animais (TIEMANN et al., 2005). Outro estudo, realizado com 
cervídeos de vida livre da espécie Ozotocerus bezoarticus, detectou uma maior 
soroprevalência em indivíduos de áreas com maior exposição aos animais domésticos, 
como cães (TIEMANN et al., 2005a). Informações como estas confirmam que as 
pesquisas com Neospora caninum em animais selvagens são importantes para o 
conhecimento da epidemiologia do parasito e para a conservação das espécies. 
Dentre os canídeos, foram feitas pesquisas em lobo-guará (Chrysocyon 
brachyurus) (VITALIANO et al, 2004), graxaim-do-campo (Lycalopex gymnocercus) e 
cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) (CÂNON-FRANCO et al, 2004). No entanto, a 
soropositividade só foi encontrada em animais cativos.  
As prevalências encontradas para presença de anticorpos anti-N.caninum por 
CÂNON-FRANCO et al. (2004) foram 41,6% para graxaim-do-campo e 26,6% em 
cachorros-do-mato. O trabalho com lobos-guarás (Chrysocyon brachyurus) detectou 
anticorpos anti-N. caninum em 8,5% dos animais estudados, correspondendo apenas a 
animais cativos (VITALIANO et al., 2004), provavelmente devido ao número reduzido de 
amostras provenientes de animais de vida livre.  
Outro estudo realizado no Brasil analisou soros provenientes de 48 lobos-guará de 
zoológicos e de vida livre e de dois cachorros-do-mato, não encontrando positividade na 






A via de infecção mais provável para os animais cativos é a ingestão de carnes 
cruas, já que o N. caninum está disseminado em criações de bovinos (DUBEY et al., 
2007) e outros animais de produção em todo o país. O fornecimento de carne sem 
cozimento é uma prática que ocorre em cativeiros de todo o Brasil.  
Os dados disponíveis a respeito de estudos realizados em animais de vida livre no 
Brasil são insuficientes. Estima-se que esses animais, atuando como hospedeiros 
definitivos ou intermediários, participem de forma mais significativa na disseminação da 
doença. Desta forma, pesquisas com indivíduos não-cativos justificam-se por sua 
importância epidemiológica. Além disso, a comprovação da existência de um ciclo 




6.3.1 Diagnóstico Sorológico 
 
O teste sorológico de imunofluorescência indireta (RIFI) é a prova de referência 
para pesquisa de anticorpos anti-N.caninum, considerada como padrão ouro. E o principal 
exame utilizado para diagnóstico de N. caninum em animais silvestres. O resultado é 
positivo quando ocorre fluorescência em todo o taquizoíta; fluorescência reduzida ou 
apical ocorre nos soros com títulos baixos e nas reações cruzadas com espécies 
relacionadas, como Toxoplasma gondii (ANDREOTTI et al., 2004). Silva et al. (2007) 
demonstraram que o teste de imunofluorescência indireta é mais apropriado para 
diagnóstico de Neospora caninum quando comparado com o ELISA. Estes mesmos 
pesquisadores sugerem que a diluição inicial na proporção de 1:50 é a mais adequada, 
levando em consideração os níveis de sensibilidade e especificidade do teste.  
Como a RIFI exige conjugados espécie-especificos, isso dificulta sua utilização em 
pesquisas com animais selvagens. De um modo geral, os trabalhos são realizados 
utilizando-se conjugados desenvolvidos para espécies domésticas próximas 
filogeneticamente às espécies selvagens em questão. Esses trabalhos têm apresentado 
bons resultados e conjugados desenvolvidos para pesquisa com cães domésticos já 
foram inclusive validados para serem utilizados com amostras de espécies de canídeos 
selvagens brasileiros em um estudo realizado por Silva e colaboradores (2005). Alguns 
pesquisadores, todavia, utilizam o teste de aglutinação para Neospora caninum (NAT), 





amostra a ser testada. Esta técnica, porém, apresentou a especificidade mais baixa 
dentre as várias técnicas comparadas em um estudo com coiotes e raposas-vermelhas no 
Canadá (WAPENAAR et al., 2007). 
Todas essas técnicas sorológicas possuem pontos de corte, sensibilidade e 
especificidade diferentes, portanto os resultados dos diferentes estudos realizados com 
espécies selvagens são de difícil comparação e análise.  
 
6.3.2 Diagnóstico Coproparasitológico 
 
A técnica de escolha para verificação de oocistos nas fezes é a centrifugo-flutuação 
com solução de açúcar (MCALLISTER et al., 1998).  
Os cães são hospedeiros de vários parasitos pertencentes ao grupo dos coccídios. 
Os oocistos destes parasitos são morfologicamente semelhantes e muitas vezes 
indistinguíveis à observação microscópica. Nestes casos, técnicas de biologia molecular 
são indispensáveis para auxiliar o diagnóstico coproparasitológico em hospedeiros 
definitivos. 
Outra dificuldade encontrada é a quantidade de oocistos eliminada e a freqüência 
de eliminação, que não são constantes e dependem de diversos fatores como fonte e 
carga de infecção, estado imunológico e período do ciclo (DUBEY et al., 2007). 
 
6.3.3 Diagnóstico Molecular 
 
A técnica de reação em cadeia da polimerase (PCR) vem sendo utilizada para 
distinguir entre oocistos de Neospora caninum e de Hammondia heydorni, conforme 
descrito por Slapeta et al., em 2002.  Hammondia heydorni é um coccídio não patogênico 
que apresenta estreita relação filogenética com N. caninum (MUGRIDGE et al., 1999). 
Além de auxiliar na identificação dos oocistos, técnicas moleculares também são 
utilizadas para verificação da presença do parasito em amostras de tecidos. Foi detectada 
a presença de DNA de N. caninum em cérebros de raposas-vermelhas (Vulpes vulpes) 
(ALMERIA et al, 2002), de lhamas (Lama glama) e alpacas (Vicugna pacos) (SERRANO-








6.3.4 Diagnóstico Histopatológico 
 
Ainda que não se tenham estudos acerca dos sinais clínicos da neosporose em 
canídeos selvagens, as lesões histopatológicas encontradas em animais selvagens 
infectados com N. caninum são semelhantes às encontradas em domésticos. Foi 
verificada encefalite multifocal não supurativa em antílopes (Tragelaphus imberbis) 
natimortos, soropositivos para N. caninum (PETERS et al., 2001). Um filhote de cervo-
dama (Dama dama) morreu três semanas após o nascimento apresentando 
meningoencefalite multifocal necrotizante e granulomatosa. O diagnóstico de infecção por 
N. caninum confirmou-se pela identificação dos cistos teciduais do protozoário por 
imunohistoquímica (SOLDATI et al., 2004).  
 
6.3.5 Diagnóstico Imunohistoquímico 
  
Técnicas de imunohistoquímica (IHC) são importantes principalmente para 
identificar cistos de N. caninum em tecidos dos animais infectados, após a detecção de 
lesões compatíveis com a presença deste parasito. Esta técnica vem sendo utilizada 
também em animais selvagens e muitas vezes é realizada em conjunto com técnicas 
moleculares.  
Cistos de N. caninum foram identificados por IHC em cortes de cerebelo de uma 
fêmea jovem de racon (Procyon lotor), que morreu apresentando convulsões 
(LEMBERGER et al., 2005). Taquizoítos e cistos contendo bradizoítos foram identificados 
por IHC como N. caninum no pericárdio de um filhote de rinoceronte (WILLIAMS et al., 
2002). 
  
6.4 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
A participação dos animais selvagens no ciclo da neosporose necessita de maiores 
estudos. As espécies que entraram em contato com o N. caninum citadas nessa revisão 
certamente não representam a totalidade de espécies selvagens infectadas  pelo parasito. 
A participação das espécies selvagens na dispersão do protozoário pelos rebanhos 
bovinos também merece maior atenção. As tentativas de identificação de novos 
hospedeiros definitivos e os estudos sobre a doença clínica em animais selvagens devem 
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SOROPREVALÊNCIA DE ANTICORPOS ANTI - Neospora caninum E ANTI - 
Toxoplasma gondii EM CANÍDEOS SELVAGENS CATIVOS  
Seroprevalence of antibodies anti-Neospora caninum and anti-Toxoplasma gondii in 




Neosporosis is considered one of the main causes of abortion in dairy cattle in the world. 
The prevalence of Neospora caninum in wild species has been studied since the coyote 
(Canis latrans), a North American wild canid species was discovered as definitive host of 
this parasite. The aim of the present study was to determine the seroprevalence of N. 
caninum and T. gondii in wild native canids species from Brazil. Serum samples of 25 
crab-eating dogs (Cerdocyon thous), five pampas fox (Lycalopex gymnocercus), six bush 
dogs (Speothos venaticus) e 14 maned wolves (Chrysocyon brachyurus) were tested. The 
animals were from zoos and sanctuaries from the states of Parana, Santa Catarina, Rio de 
Janeiro and the Federal District. The total prevalence obtained for N. caninum was 36% 
(18/50) and for T. gondii was 40% (20/50). The present study demonstrated for the first 
time the presence of antibodies to N. caninum in bush dogs and the prevalence found was 
33.3% (2/6). This study showed the presence of these protozoans in captive wild canids 
species and to alert about possible contamination sources.  
 

















A neosporose é considerada uma das principais causas de aborto em bovinos leiteiros no 
mundo. A prevalência de Neospora caninum em espécies selvagens vem sendo estudada 
em diversos países, assim como o ciclo selvagem desta doença, desde a descoberta do 
coiote (Canis latrans), espécie de canídeo selvagem norte-americana, como hospedeiro 
definitivo deste parasito. No presente estudo, com o objetivo de determinar a 
soroprevalência de anticorpos anti-N. caninum e anti-Toxoplasma gondii em espécies de 
canídeos nativas do Brasil, foram testadas amostras de soro de 25 cachorros-do-mato 
(Cerdocyon thous), cinco graxains-do-campo (Lycalopex gymnocercus), seis cachorros-
vinagre (Speothos venaticus) e 14 lobos-guará (Chrysocyon brachyurus). Os animais 
eram residentes de zoológicos ou criadouros dos estados do Paraná, Santa Catarina, Rio 
de Janeiro e do Distrito Federal. A soroprevalência total obtida para N. caninum foi de 
36% (18/50) e para T. gondii foi de 40% (20/50). Trata-se do primeiro relato de 
soropositividade para N. caninum em animais da espécie Speothos venaticus, na qual a 
prevalência encontrada foi de 33,3% (2/6). Este estudo demonstrou a presença destes 
protozoários em espécies de canídeos selvagens cativas, alertando sobre as possíveis 
fontes de contaminação em cativeiro. 
 
 


















 1 INTRODUÇÃO 
 
A neosporose, doença causada pelo parasito Neospora caninum, é considerada um 
dos principais problemas mundiais na criação de bovinos, sendo responsável por altas 
taxas de aborto nos plantéis. Esta enfermidade acomete também os cães, causando 
doença neuromuscular muitas vezes fatal (DUBEY, BUXTON e WOUDA, 2006). 
O Neospora caninum é um protozoário pertencente ao phylum Apicomplexa, classe 
Sporozoea, ordem Eucoccidiida e família Sarcocystidae (DUBEY et al., 2002). É parasita 
intracelular obrigatório e possui um ciclo heteroxeno, sendo transmitido também por via 
vertical. A transmissão horizontal é de notável importância, pois se estima que um único 
hospedeiro definitivo seja capaz de eliminar aproximadamente 500.000 oocistos após a 
ingestão de uma única carcaça contaminada, o que seria suficiente para infectar milhares 
de animais em um rebanho (GONDIM et al., 2002). 
Por sua similaridade com outro coccídio da mesma família, o Toxoplasma gondii, o 
Neospora caninum só teve seu ciclo de vida elucidado em 1998 (McALLISTER et al, 
1998). Possui dois hospedeiros definitivos descritos até o momento, o cão doméstico e o 
coiote (Canis latrans). O ciclo silvestre da doença tem sido estudado em diversos países, 
principalmente após a descoberta desta espécie de canídeo selvagem norte-americana 
como hospedeiro definitivo. Esta comprovação foi feita pela verificação da presença de 
oocistos nas fezes de animais desta espécie após a ingestão de tecidos contaminados 
com Neospora caninum (GONDIM et al., 2004). Detectou-se também a presença de 
infecção pelo coccídeo em cervos (Odocoileus virginianus) norte-americanos, 
evidenciando assim a manutenção de um ciclo selvagem da neosporose nos Estados 
Unidos (VIANA et al., 2005). 
Estudos sorológicos foram realizados pelo mundo em diferentes espécies não-
domésticas, tanto carnívoras quanto herbívoras, muitas das quais apresentaram 
positividade para Neospora caninum. Na América do sul, evidências de exposição ao N. 
caninum foi mencionada em bovinos, cabras, ovelhas, canídeos, gatos, gambás 
(Didelphis marsupialis), búfalos, alpacas e lhamas (MOORE, 2005). 
Dentre os canídeos, pesquisas demonstraram soropositividade para N. caninum 
em coiote (Canis latrans) (LINDSAY et al., 1996), raposa-vermelha (Vulpes vulpes) 
(ALMERIA et al., 2002) e raposa-cinzenta (Urocyon cinereoargenteus) (LINDSAY, 
WESTON e LITTLE, 2001). No Brasil, poucos estudos sorológicos foram realizados em 





positivos para lobo-guará (Chrysocyon brachyurus) (VITALIANO et al., 2004), graxaim-do-
campo (Lycalopex gymnocercus) e cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) (CÂNON-
FRANCO et al., 2004). A prevalência de N. caninum em canídeos selvagens cativos no 
estado do Paraná ainda não está descrita. 
Infecção por Toxoplasma gondii também já foi descrita em espécies selvagens 
(LINDSAY et al., 1996; WOLFE et al., 2001), e geralmente possui prevalência maior entre 
essas espécies que N. caninum (LINDSAY, WESTON e LITTLE, 2001; VITALIANO et al., 
2004).  
O objetivo do presente estudo foi determinar a soroprevalência de anticorpos anti-
N. caninum e anti-T. gondii em canídeos selvagens cativos. 
 
 2 MATERIAL E MÉTODOS 
 
 Foram colhidas amostras de sangue de 50 canídeos selvagens de espécies nativas 
do Brasil, clinicamente sadios, sendo 25 cachorros-do-mato (Cerdocyon thous), cinco 
graxains-do-campo (Lycalopex gymnocercus), seis cachorros-vinagre (Speothos 
venaticus) e 14 lobos-guará (Chrysocyon brachyurus). Os animais eram pertencentes ao 
Zoológico de Curitiba-PR (n=6), Zoológico de Pomerode-SC (n=7), Zoológico de Brasília-
DF (n=15), Fundação RioZoo-RJ (n=1), Centro de Triagem IBAMA-PR/Pontifícia 
Universidade Católica do Paraná (n=5) e a um Criatório Conservacionista (n=16) 
localizado no município de Campina Grande do Sul, região metropolitana de Curitiba-PR. 
Do total de animais utilizados no estudo, 15 eram nascidos em cativeiro e 14 foram 
encaminhados aos Zoológicos e/ou criadouros provenientes de vida livre. Informações 
sobre a origem dos demais não estavam disponíveis. Quanto ao sexo, 21 amostras eram 
provenientes de fêmeas e 23 de machos. 
 As amostras de sangue foram colhidas das veias cefálica, jugular ou safena, em 
frascos sem anticoagulante. Os soros obtidos após centrifugação foram congelados a -
20°C até a realização dos exames. 
 O diagnóstico sorológico foi feito pela Reação de Imunofluorescência Indireta, 
utilizando-se conjugado anti-cão IGg (Sigma®). Para confecção das lâminas de 
imunofluorescência, foram utilizadas as cepas Nc1 e RH para obtenção de antígenos de 
N. caninum e T. gondii, respectivamente. Os soros foram diluídos em solução salina 
tamponada (PBS, pH 7,2) inicialmente na proporção de 1:50 e tituladas seqüencialmente 





que apresentaram fluorescência periférica completa do taquizoíto. Soros de cães positivos 
e negativos para ambos os protozoários pesquisados foram utilizados como controles em 
cada lâmina. 
 Para análise estatística dos dados obtidos, foram comparadas as proporções entre 
o número de amostras positivas e o total de amostras dos diferentes grupos pelo Fisher-
Exact-Test. Resultados que apresentaram P≤0,05 foram considerados significativos. 
 Esta pesquisa foi submetida à avaliação do Comitê de Ética do Uso de Animais do 
Setor de Ciências Agrárias da Universidade Federal do Paraná e do Instituto Brasileiro de 
Meio Ambiente e Recursos Naturais Renováveis - IBAMA, obtendo as licenças 
necessárias para sua realização. 
 
 3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
  Do total de amostras testadas, 18 (36%) apresentaram resultado positivo para 
Neospora caninum e 20 (40%) para Toxoplasma gondii. Não houve diferença significativa 
entre o número de animais soropositivos para N. caninum e para T. gondii (p≤0,05). 
Houve 15 animais (30%) que apresentaram resultado negativo para ambos os parasitos 
testados e sete animais com sorologia positiva para N. caninum e T. gondii 
simultaneamente (14%). Os parasitos testados possuem vários antígenos semelhantes, 
no entanto a Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI) tem se mostrado eficaz no 
diagnóstico sorológico e não tem sido observada reação cruzada em diluições a partir de 
1:50 (SILVA et al., 2007).  Acredita-se, portanto, que os animais com resultados positivos 
para N. caninum e T. gondii apresentavam infecção por ambos os protozoários. A RIFI é 
considerada o teste padrão-ouro para o diagnóstico de neosporose canina. Um estudo 
comparou a RIFI com o teste de ELISA-indireto em soros de cães e encontrou reação 
cruzada entre N. caninum e T. gondii somente quando utilizado o teste de ELISA-indireto, 
demonstrando que a RIFI apresenta maior especificidade no diagnóstico destes parasitos 
em cães (HIGA et al., 2000). A eficiência da utilização de conjugados de 
imunofluorescência heterólogos para RIFI de N. caninum em lobos-guará (Chrysocyon 
brachyurus) foi atestada por Silva et al. (2005), validando, portanto, a utilização de 
conjugados anti-cão nesta espécie selvagem.  
 Numa pesquisa realizada com raposas-vermelhas (Vulpes vulpes) na Hungria, foi 
encontrada soroprevalência de 68% para T. gondii pelo teste de aglutinação direta e 1,5% 





mesma espécie foram testados na Áustria, e por meio da RIFI a prevalência encontrada 
para T. gondii foi de 35%, enquanto nenhuma das amostras testadas apresentou 
resultado positivo para N. caninum (WANHA et al., 2005). 
Os títulos finais e a distribuição dos resultados entre as espécies de canídeos estão 
apresentados nas TABELAS 1 e 2. Com exceção dos cachorros-vinagre (Speothos 
venaticus), que só apresentaram anticorpos anti-N. caninum, as demais espécies 
apresentaram positividade para ambos os parasitos testados, simultaneamente ou não. 
Este é o primeiro relato de soropositividade para N. caninum em animais da espécie 
Speothos venaticus e a prevalência encontrada foi 33,3% (2/6). Animais desta espécie, 
residentes em um Zoológico da República Checa, já foram testados por SEDLÁK e 
BÁRTOVÁ (2006), porém os resultados foram negativos. Esta é a menor espécie de 
canídeo silvestre, medindo de 60 a 75 cm e pesando aproximadamente cinco a sete 
quilos. É encontrada em vários habitats, desde florestas úmidas até savanas arbóreas. 
Trata-se de uma espécie estritamente carnívora, ao contrário dos outros canídeos da 
América do Sul, e sua dieta parece constituir-se de grandes roedores, principalmente 
cutias (Dasyprocta sp.), pacas (Agouti paca) e capivaras (Hydrochaeris hydrochaeris), 
além de pequenos cervídeos do gênero Mazama. A obtenção de presas maiores do que 
seu tamanho é possível pelo padrão de caça cooperativa. A distribuição original desta 
espécie abrangia todo o Brasil, no entanto, este canídeo parece ser raro e a maior parte 
das informações sobre o cachorro-vinagre consiste de relatos não documentados. É 
considerada uma espécie em perigo no estado do Paraná e vulnerável no Brasil (MIKICH 
e BÉRNILS, 2004).  
 
TABELA 1: Soroprevalência de anticorpos anti-N.caninum, detectados pela Reação de 
Imunofluorescência Indireta, em soros de canídeos selvagens mantidos em cativeiro no 
Brasil. 
 Anti-N.caninum (títulos finais) 
ESPÉCIES animais 1/50 % 1/100 % 1/200 % 1/400 % 1/3200 % 
C. thous(n=25) 25 9 36,0 0 0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 
L. gymnocercus(n=5) 5 1 20,0 0 0 0 0,0 1 20,0 1 20,0 
S. venaticus(n=6) 6 0 0,0 0 0 1 16,7 1 16,7 0 0,0 
C. brachyurus(n=14) 14 4 28,6 0 0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 
TOTAL 50 14a 28,0 0 0 1b 2,0 2b 4,0 1b 2,0 





TABELA 2: Soroprevalência de anticorpos anti-T.gondii, detectados pela Reação de 
Imunofluorescência Indireta, em soros de canídeos selvagens mantidos em cativeiro no 
Brasil. 
  
Anti-T.gondii (títulos finais) 
ESPÉCIES animais 1/50 % 1/100 % 1/200 % 1/400 % 1/800 % 
C. thous(n=25) 25 5 20,0 3 12,0 0 0,0 0 0,0 1 4,0 
L. gymnocercus(n=5) 5 0 0,0 3 60,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 
S. venaticus(n=6) 6 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 
C. brachyurus(n=14) 14 2 14,3 2 14,3 1 7,1 2 14,3 3 21,4 
TOTAL 50 7 14,0 8 16,0 1 2,0 2 4,0 4 8,0 
 
 Das amostras provenientes de cachorros-do-mato (Cerdocyon thous), nove (36%) 
apresentaram sorologia positiva para N. caninum e nove (36%) para T. gondii, sendo que, 
dessas, duas (8%) apresentaram positividade para ambos os parasitos.  Dentre os 
graxains-do-campo (Lycalopex gymnocercus), três animais (60%) foram soropositivos 
para N. caninum e o mesmo número de animais foi soropositivo para T. gondii, sendo que 
apenas um animal (20%) foi soropositivo para ambos os protozoários. Soros de animais 
dessas espécies foram testados para presença de anticorpos anti-N. caninum por 
CÂNON-FRANCO et al. (2004) e as prevalências encontradas foram 41,6% para graxaim-
do-campo e 26,6% em cachorros-do-mato. Outro estudo realizado no Brasil analisou 
soros provenientes de 48 lobos-guará de zoológicos e de vida livre e de dois cachorros-
do-mato, não encontrando positividade na RIFI em nenhuma das amostras testadas 
(MELO et al., 2002). No presente estudo, analisando-se as amostras de lobos-guará 
(Chrysocyon brachyurus), verificou-se prevalência de 28,6% (4/14) e de 71,4% (10/14) 
para anticorpos anti-N. caninum e anti-T. gondii, respectivamente. Num estudo realizado 
com amostras de soro de 52 lobos-guará provenientes de vários zoológicos do Brasil e 
sete lobos-guará de vida livre, 44 (74.6%) foram soropositivos para T. gondii e cinco 
(8.5%) para N. caninum, sendo que as amostras dos animais de vida livre foram negativas 
para ambos os parasitos (VITALIANO et al., 2004). Comparando-se os resultados 
encontrados nos dois estudos, as prevalências para T. gondii foram semelhantes, porém a 
prevalência encontrada no presente estudo pra N. caninum em lobos-guará foi maior, o 
que pode significar um aumento na dispersão do protozoário no período entre a 
realização das pesquisas.  





entre os parasitos testados (p≤0,05). Também não houve diferença significativa entre as 
prevalências para anticorpos anti-N. caninum e anti-T. gondii entre as diferentes espécies 
de canídeos. No entanto, a prevalência de anticorpos anti-T. gondii em lobo-guará 
apresenta uma tendência a ser significativamente maior que a prevalência em cachorro-
vinagre, afirmando-se com 93,5% de segurança ou considerando-se p≤0,07. 
Possivelmente com um número maior de amostras, essa adaptação não seria necessária.  
 Os títulos finais para N. caninum variaram entre 1:50 e 1:3200. A maior parte dos 
animais soropositivos para N. caninum apresentou título final de 1:50 (28%), abrangendo 
um número de amostras significativamente maior que as outras titulações (TABELA 1). 
Para T. gondii, os títulos finais variaram entre 1:50 e 1:800, sem apresentar diferença 
estatística entre o número de amostras em cada titulação, sendo que a maior parte 
apresentou títulos entre 1:50 e 1:100 (30%) (TABELA 2). A relação entre o título final e a 
apresentação clínica da doença ainda não está completamente elucidada. Em um estudo 
realizado com cães domésticos, a titulação variou entre 1:50 e 1:3200 em animais com 
sinais clínicos de neosporose (DUBEY et al., 1998). Entretanto, já foram observados 
títulos de 1:200 e 1:800 em cães clinicamente sadios (REICHEL, 1998; BARBER e 
TREES, 1996). Ainda não foram realizadas pesquisas correlacionando resultados 
sorológicos e estado clínico em canídeos selvagens. 
 Os resultados de acordo com o local onde se encontravam os animais estão 
dispostos na TABELA 3. Foram coletadas amostras de animais cativos em diferentes 
estados brasileiros. Agrupando-se os três locais de coleta do estado do Paraná, tem-se 27 
(54%) soros de animais desse estado. Desses, 11 (40,7%) foram positivos para N. 
caninum e oito (29,6%) para T. gondii. Do total de amostras dos outros estados (Santa 
Catarina, Rio de Janeiro e Distrito Federal), a prevalência encontrada para N. caninum e 
T. gondii foi 30,4% (7/23) e 56,5% (13/23), respectivamente. Para análise estatística em 
relação ao local de residência dos animais, foram comparados apenas dois grupos: 
animais do Paraná e animais de outros estados. Isto porque o número de amostras 
provenientes de cada estado não era equilibrado. No entanto, não foi verificada diferença 
significativa entre as prevalências desses grupos para nenhum dos protozoários testados. 
Estudos epidemiológicos da neosporose bovina relatam taxas de prevalência da 
neosporose de 7,6 a 30,13% nas diferentes regiões brasileiras, sendo de 30,0% em 
Pernambuco, entre 10,49 e 14,09% na Bahia, 7,7 a 8% no Mato Grosso do Sul, 7,7% em 
Minas Gerais, 7,6 a 30,13% em São Paulo, 11,69% no Paraná e 23,8% no Rio de Janeiro 





caninum em soros bovinos de seis Estados brasileiros e encontrou soropositividade de 
23,6%, com aumento deste índice nos bovinos com idade superior a 24 meses, e dentre 
os Estados, o Rio de Janeiro apresentou a menor (14,7%) e Minas Gerais a maior 
(29,0%) porcentagem de animais reagentes. Com relação à aptidão animal, observou-se 
maior ocorrência nos bovinos de leite (26,2%) quando comparados com os de corte 
(19,1%), e os Estados do Paraná, Mato Grosso do Sul e Rio Grande do Sul apresentaram 
os maiores valores de ocorrência nos bovinos de corte. O primeiro relato de isolamento de 
N. caninum num feto bovino no Brasil foi realizado no Paraná por LOCATELLI-DITTRICH 
et al. em 2004. Essas pesquisas demonstram que o Neospora caninum está amplamente 
distribuído no Brasil.  
 
TABELA 3: Soroprevalência de N. caninum e T. gondii em canídeos selvagens cativos no 
Brasil, segundo o local de residência. 
 
    Soropositivos   Soropositivos   Soropositivos   
LOCAL animais N. caninum % T. gondii % para ambos % 
Zoo Curitiba-PR (n=6) 6 1 16,7 5 83,3 1 16,7 
Zoo Pomerode-SC (n=7) 7 2 28,6 3 42,9 2 28,6 
Zoo Brasília-DF (n=15) 15 5 33,3 9 60,0 3 20,0 
Rio Zoo-RJ (n=1) 1 0 0,0 1 100,0 0 0,0 
CETAS- PUC-PR (n=5) 5 3 60,0 2 40,0 1 20,0 
*C. C.-PR (n=16)  16 7 43,8 1 6,3 0 0,0 
TOTAL 50 18 36,0 20 40,0 7 14,0 
* Criatório Conservacionista 
  
 Não há registro a respeito da origem de todos os animais que participaram do 
estudo. Sabe-se que 14 (28%) animais vieram de vida livre e 15 (30%) nasceram em 
cativeiro. Dos animais que já tiveram contato com seu habitat natural, sete (50%) 
apresentaram soropositividade para N. caninum e nove (64,3%) para T. gondii. Dos 
animais nascidos em cativeiro, a prevalência para anticorpos anti-N. caninum encontrada 
foi 40% (6/15) e 20% (3/15) para anticorpos anti-T. gondii. Levando-se em consideração o 
local de origem, não houve diferença significativa entre as prevalências encontradas, bem 
como entre os parasitos. Como os animais nascidos em cativeiro nunca tiveram acesso a 
restos de aborto ou carcaças expostas a campo, a possível fonte de contaminação 





animais carnívoros é uma prática comum em zoológicos e criadouros. Relatos a respeito 
da ocorrência e prevalência de cistos de N. caninum ou T. gondii em amostras de carne 
bovina direcionadas ao consumo no Brasil não foram encontrados, todavia, os resultados 
de soropositividade no gado bovino apresentados anteriormente alertam para a 
possibilidade de comprometimento dos subprodutos destes animais. Uma pesquisa 
realizada no Rio Grande do Sul com fragmentos de carne suína encontrou prevalência de 
cistos de T. gondii de 34% em amostras de diafragma e 66% em amostras de língua 
(BELFORT-NETO, 2007).  Os cistos são formas de resistência de alguns parasitos, 
portanto, não são de fácil inativação nos tecidos dos hospedeiros. Estudos comprovam 
que cistos de T. gondii tornam-se inviáveis quando submetidos a uma pressão de no 
mínimo 300 MPa (LINDSAY et al., 2006) ou a temperaturas de 58°C por 9,5 minutos ou 
61°C por períodos acima de 3,6 minutos (DUBEY et al., 1990). A adoção de práticas como 
o fornecimento de carnes cozidas aos animais cativos poderia diminuir a prevalência de 
N. caninum e T. gondii nos zoológicos e criadouros. 
 
 4 CONCLUSÕES 
 
 Foi encontrada soropositividade para N. caninum (36%) e para T. gondii (40%) em 
um número expressivo de amostras, o que demonstra que esses parasitos estão 
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PESQUISA E DETECÇÃO DE OOCISTOS DE Neospora caninum NAS FEZES DE 
TRÊS ESPÉCIES DE CANÍDEOS SELVAGENS NATIVAS DO BRASIL 
Investigation and detection of Neospora caninum oocists in feaces of three species 




The participation of wild animals in neosporosis epidemiology has been the subject of 
several investigations. It is proved that Neospora caninum is present in wild species by 
serological, parasitological and molecular diagnosis. The aim of this study was to 
determine the presence and occurrence of N. caninum in faeces of Brazilian wild canids. It 
was collected 40 faecal samples from three species: crab-eating dogs (Cerdocyon thous), 
bush dogs (Speothos venaticus) and maned wolves (Chrysocyon brachyurus), from the 
Pomerode Zoo, Curitiba Zoo and a sanctuary from Parana state. Samples were submitted 
to coproparasitological test to verify the presence of oocysts, and DNA was extracted from 
faeces to identification of N. caninum by polimerase chain reaction (PCR). It was found 
oocysts morphologically related to N. caninum in 7.5% (3/40) samples and it was found N. 
caninum DNA in faeces of a maned wolf from Curitiba Zoo. This is the first report of 
research and occurrence of N. caninum oocysts in faeces of a Brazilian wild canid. 
 



















A participação de animais selvagens na epidemiologia da neosporose tem sido objeto de 
diversas pesquisas. Já foi comprovado que o protozoário Neospora caninum circula 
dentre espécies silvestres por meio de testes sorológicos, parasitológicos e moleculares. 
Com objetivo de determinar a presença e ocorrência de N. caninum nas fezes de 
canídeos selvagens nativos do Brasil, foram coletadas 40 amostras de fezes pertencentes 
a três espécies de canídeos: cachorros-do-mato (Cerdocyon thous), cachorros-vinagre 
(Speothos venaticus) e lobos-guarás (Chrisocyon brachyurus), residentes de três 
cativeiros (Zoológico de Pomerode – SC, Zoológico de Curitiba – PR e um Criadouro 
Conservacionista). As amostras foram submetidas a exame coproparasitológico para 
pesquisa de oocistos e foi extraído DNA das fezes para identificação de N. caninum por 
PCR. Foram encontrados oocistos morfologicamente semelhantes aos de N. caninum em  
7,5% (3/40) amostras e foi encontrado DNA de N. caninum nas fezes de um lobo-guará, 
residente do Zoológico de Curitiba – PR. Este é o primeiro relato de pesquisa e presença 
de oocistos de N. caninum em fezes de canídeos selvagens de espécies nativas do Brasil.  
 





















 1 INTRODUÇÃO 
 
 Neospora caninum, protozoário Apicomplexa, é o agente causador da neosporose, 
doença que causa altas taxas de aborto nos rebanhos bovinos no mundo. Seus 
hospedeiros definitivos são os cães domésticos e os coiotes (Canis latrans) 
(McALLISTER et al., 1998; GONDIM et al., 2004). Outras espécies de animais selvagens 
também participam do ciclo do parasita como hospedeiros intermediários, dentre os quais 
destacam-se espécies de cervídeos, camelídeos, bovídeos, roedores, mamíferos 
marinhos, aves e outros canídeos (GONDIM, 2006; DUBEY et al., 2007). Um ciclo 
silvestre da neosporose foi identificado nos Estados Unidos, com a participação dos 
coiotes e de veados-da-cauda-branca (Odocoileus virginianus). Os coiotes também 
participam da manutenção da doença nos rebanhos domésticos, pois observou-se que a 
soroprevalência de N. caninum no gado era maior em fazendas onde foi havia a presença 
de coiotes nas proximidades (BARLING et al., 2000).  
 No Brasil, pesquisas de soroprevalência de N. caninum em canídeos selvagens 
demonstram que o protozoário está circulando entre essas espécies (CÂNON-FRANCO 
et al., 2004; VITALIANO et al., 2004). Inexistem até o momento dados a respeito de 
pesquisas de oocistos de N. caninum em canídeos selvagens no Brasil. 
 Devido à proximidade filogenética, acredita-se que outras espécies de canídeos 
possam atuar como hospedeiros definitivos de N. caninum. Este estudo objetiva 
determinar a presença e ocorrência de oocistos de N. caninum nas fezes de canídeos 
selvagens nativos do Brasil, verificando a possibilidade de alguma dessas espécies 
participarem de forma ativa no ciclo da neosporose. 
 
 2 MATERIAL E MÉTODOS  
 
 2.1 Animais e espécies: 
 
 Foram coletadas amostras de fezes de 29 canídeos selvagens de três espécies: 16 
cachorros-do-mato (Cerdocyon thous), seis cachorros-vinagre (Speothos venaticus) e 








 2.2 Procedência: 
  
 Os animais eram residentes de três cativeiros diferentes: Zoológico de Pomerode – 
SC, Zoológico de Curitiba – PR e Criadouro Conservacionista Luciano Sabóia, situado no 
município de Campina Grande do Sul, Região Metropolitana de Curitiba – PR. Todos os 
animais estavam clinicamente saudáveis. 
 
 2.3 Amostras: 
  
 As amostras de fezes foram coletadas do solo e as coletas foram repetidas duas a 
quatro vezes, com intervalos de sete a 15 dias, totalizando 40 amostras. As amostras 
foram identificadas com números de 01 a 40, seguidas de letras maiúsculas com as 
iniciais dos nomes vulgares das espécies e de números referentes aos animais (TABELA 
1).  
 Como alguns animais estavam dispostos em recintos coletivos, não foi possível 
individualizar algumas amostras. No entanto, em se tratando de animais selvagens, a 
coleta de fezes diretamente da ampola retal torna-se inviável sem que os animais estejam 
fisica ou quimicamente contidos.  
 Após a coleta, as amostras foram acondicionadas em caixas de isopor com gelo e 
encaminhadas ao laboratório.  
 
 2.4 Exame coproparasitológico: 
 
O método Sheather (LEVINE e IVENS, 1965), baseado no princípio da centrífugo-
flutuação em solução saturada de açúcar, foi realizado para pesquisa dos oocistos de 
protozoários nas fezes.  
Dividiu-se o sobrenadante em duas partes, sendo uma para observação e pesquisa 
de oocistos com auxílio de microscópio óptico e outra para armazenamento em 
microtubos e congelamento para posterior análise molecular. 
 
 2.5 Reação em Cadeia da Polimerase (PCR): 
  





protozoários obtidos das fezes dos canídeos. Foram realizadas as etapas de extração do 
DNA e da PCR. 
 
 2.5.1 Extração do DNA:  
  
 A extração do DNA dos oocistos foi realizada pela técnica de fenol/clorofórmio/ 
álcool isoamílico modificada (ANEXO 1). Foram aferidas as densidades ópticas e a 
pureza das amostras extraídas em um fotômetro, modelo WPA – UV 1101 (Biotech 
Photometer®). 
 
 2.5.2 Reação em Cadeia da Polimerase (PCR): 
  
 O protocolo utilizado na reação em cadeia da polimerase (PCR) foi o descrito por 
Yamage e colaboradores (1996) para Neospora caninum e os componentes estão 
descritos no QUADRO 1. Foram preparadas reações de 30 µl, adicionando-se 3 µl de 
DNA em cada. O controle positivo foi o DNA de amostras da cepa de N. caninum NC1, de 
cultivo celular. Como controle negativo, utilizou-se água ultrapura. 
 
QUADRO 1: Componentes da PCR para amplificação do DNA de N. caninum: 
Tampão para PCR (10 mM Tris HCl, 50 mM KCl, pH 8,3) 1x 
Cloreto de Magnésio (MgCl2) 1,5 mM 
dNTPs 0,8 mM 
iniciador Np6 (CAGTCAACCTACGTCTTCT) 1 µM 
iniciador Np21 (GTGCGTCCAATCCTGTAAC) 1 µM 
Taq Polimerase 2 U 
 
 A reação para amplificação dos DNAs foi conduzida em Termociclador 
(Mastercycler Gradient Eppendorf®) com a seguinte programação: desnaturação inicial a 
94°C por 5 minutos, seguidos de 40 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 50°C e 3,5 
minutos a 74°C, e 72°C por 5 minutos para extensão final.  
Após a amplificação, os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel 
de agarose a 1,2%. Como corante para visualização da migração das moléculas de DNA 





O gel foi corado com brometo de etídio e visualizado em transiluminador, sob luz 
ultravioleta. As imagens dos géis foram capturadas por um sistema de fotodocumentação 
modelo DP-001 FDC (Vilber Lourmat®). 
 
 3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 3.1 Exames coproparasitológicos: 
 
 Foram encontrados oocistos semelhantes aos oocistos de Neospora caninum em 3 
(7,5%) amostras de fezes: na amostra de um lobo-guará (08-L2), pertencente ao 
Zoológico de Pomerode, nas fezes de cachorros-do-mato (09-C1), de recinto coletivo 
deste mesmo Zoológico e nas fezes de lobos-guarás do Zoológico de Curitiba (recinto de 
L5 e L6, amostra 30). Foi encontrado apenas um oocisto em cada uma das lâminas 
avaliadas. Os resultados estão apresentados na TABELA 1. 
 O oocisto não esporulado encontrado apresentava forma sub-esférica, com um 
esporonte central, com diâmetro de aproximadamente 11 µm (FIGURA 1). Os oocistos de 
N. caninum possuem forma esférica a subesférica, com comprimento variando de 10,6 µm 
a 12,4 µm e largura de 10,6 µm a 12 µm. Possuem dois esporocistos com esporozoítos 
no interior, e não apresentam micrópilo na parede (LINDSAY et al., 1999).   
 
 
Existem poucos relatos na literatura a respeito de oocistos de N. caninum 
eliminados por cães naturalmente infectados, sendo um na Argentina, um na República 
Checa, um no Reino Unido, um na Nova Zelândia e um na Alemanha (DUBEY et al., 
2007).  
FIGURA 1: Oocisto encontrado nas fezes de um lobo-guará 





TABELA 1: Resultados da pesquisa de oocistos e da análise por PCR para Neospora 
caninum dos DNAs extraídos de amostras de fezes de canídeos selvagens cativos. 
Curitiba, 2008. 
 
C: Cachorro-do-mato; L: Lobo-guará; V: Cachorro-vinagre; banda M: aprox. 400pb; banda G: aprox. 800pb 
  
 O primeiro isolamento de oocistos de N. caninum de um cão naturalmente 
infectados foi realizado por Basso e colaboradores (2001). O cão apresentava fezes 
amolecidas e havia consumido carne sem cozimento. Foram verificados oocistos no 
AMOSTRAS/LOCAL DATA DA COLETA EXAME MICROSCÓPICO PCR
01 – C 1/POMERODE 10/02/2008 negativo negativo
02 – L 2/POMERODE 10/02/2008 negativo 2 bandas
03 – V 10/SABÓIA 09/02/2008 negativo negativo
04 – L 4/ZOO CTBA 25/02/2008 negativo banda M
05 – L 5/ZOO CTBA 25/02/2008 negativo banda M
06 – L 6/ZOO CTBA 25/02/2008 negativo banda M
07 – L 3/POMERODE 08/03/2008 negativo 2 bandas
08 – L 2/POMERODE 08/03/2008 presença de oocistos negativo
09 – C 1/POMERODE 08/03/2008 presença de oocistos banda M
10 – C 11/SABÓIA 14/02/2008 negativo 3 bandas
11 – C 12/SABÓIA 08/03/2008 negativo negativo
12 – V 10/SABÓIA 08/03/2008 negativo negativo
13 – L 7/ZOO CTBA 10/03/2008 negativo negativo
14 – L 4/ZOO CTBA 10/03/2008 negativo 3 bandas
15- V 10/SABÓIA 22/03/2008 negativo 3 bandas
16- C 11/SABÓIA 22/03/2008 negativo negativo
17- C 12/SABÓIA 22/03/2008 negativo negativo
18 – L 6/ZOO CTBA 24/03/2008 negativo Positivo para N. caninum
19 – L 5 e 6/ZOO 24/03/2008 negativo banda M
20 – C 8/ZOO CTBA 24/03/2008 negativo negativo
21 – L 4/ZOO CTBA 24/03/2008 negativo negativo
22 – L 7/ZOO CTBA 24/03/2008 negativo negativo
23 – C 9/ZOO CTBA 24/03/2008 negativo negativo
24 – C 9/ZOO CTBA 01/04/2008 negativo banda M
25 – C 8/ZOO CTBA 01/04/2008 negativo banda M
26 – C 12/SABÓIA 16/04/2008 negativo banda M
27 – V 10/SABÓIA 16/04/2008 negativo banda M
28 – C 8/ ZOO CTBA 25/04/2008 negativo banda M
29 – C 9/ZOO CTBA 25/04/2008 negativo banda M
30 – L 5 e 6/ZOO CTBA 25/04/2008 presença de oocistos banda M
31 – L 7/ZOO CTBA 25/04/2008 negativo banda M
32– L 4/ZOO CTBA 25/04/2008 negativo banda M
33 – C 11/SABÓIA 05/05/2008 negativo negativo
34 – V 10/SABÓIA 05/05/2008 negativo negativo
35 – C 9/ZOO CTBA 06/05/2008 negativo negativo
36 – C 8/ZOO CTBA 06/05/2008 negativo negativo
37 – L 4/ZOO CTBA 06/05/2008 negativo negativo
38 – C 1/POMERODE 07/05/2008 negativo negativo
39 – L 2/POMERODE 07/05/2008 negativo negativo





exame coproparasitológico e o DNA extraído desses oocistos foram submetido à PCR, 
resultando em um amplificado de 328 pb, compatível com N. caninum. O número de 
oocistos presentes nas fezes não foi determinado, mas era presumivelmente baixo. 
Com objetivo de determinar a prevalência de N. caninum em coiotes em uma 
região no Canadá, foram coletadas fezes diretamente da ampola retal de 185 carcaças de 
coiotes recém-abatidas e apenas 2 (1,1%) amostras apresentaram oocistos de N. 
caninum (WAPENAAR et al., 2006).  
Diversos fatores podem influenciar na eliminação de oocistos nas fezes, como 
quantidade de taquizoítos ingerida, tipo de tecido contaminado que foi consumido, idade 
do hospedeiro, hospedeiro intermediário que transmitiu o parasito (DUBEY et al., 2007). 
Cães imunodeprimidos parecem eliminar mais oocistos que animais imunocompetentes 
(LINDSAY et al., 1999a).  
O período de eliminação dos oocistos é bastante variável e pode começar cinco 
dias ou mais após a infecção e durar um ou vários dias. No estudo que comprovou que os 
cães domésticos são hospedeiros definitivos do N. caninum, quatro cães receberam 
tecidos de camundongos experimentalmente infectados com o protozoário e três deles 
excretaram oocistos compatíveis com N. caninum nas fezes. A eliminação dos oocistos 
teve início no oitavo dia após a infecção e durou dez dias aproximadamente e todos os 
animais apresentaram anticorpos anti-N.caninum. (McALLISTER et al., 1998). Em outra 
pesquisa, cães que receberam fragmentos de placenta bovina contaminada com N. 
caninum eliminaram oocistos por até 30 dias após a infecção e não apresentaram 
anticorpos contra o parasito no período do estudo (DJIKSTRA et al., 2001). 
 
 3.2 Caracterização dos oocistos de protozoários pela Reação em Cadeia da 
Polimerase (PCR): 
 
Na análise molecular, a amostra 18-L6 de DNA amplificado apresentou uma banda 
de 328 pb, tamanho esperado para Neospora caninum e equivalente ao revelado pelo 
controle positivo (FIGURA 2). Não foram detectados oocistos na observação microscópica 
desta amostra demonstrando a baixa sensibilidade deste exame em casos como este, em 
que o número de oocistos eliminados pelos hospedeiros é pequeno. Trata-se do primeiro 
relato de presença de oocistos de N. caninum em fezes de canídeos selvagens de 
espécies nativas do Brasil.  







                              
FIGURA 2: Eletroforese em gel de agarose a 1,2%. Amplificação de fragmentos de DNA extraídos de fezes 
de canídeos selvagens. Coluna A: marcador de peso molecular 100pb; Coluna B: amostra 18 - L6, positiva 
para Neospora caninum; Coluna C: controle positivo de N. caninum (328pb). 
 
Duas amostras que apresentaram oocistos no exame microscópico (09 e 30) 
revelaram uma banda com aproximadamente 400 pb  (banda M) após a amplificação de 
DNA (FIGURA 3). A terceira amostra que apresentou oocistos na microscopia (08-L2) 
apresentou resultado negativo na PCR. 
Bandas de 400 pb também foram observadas em outras 14 amostras, sendo sete 
provenientes de cachorros-do-mato, duas de cachorros-vinagre e cinco de outros lobos-
guarás.  
Uma banda adicional de aproximadamente 370 pb foi encontrada no DNA 
amplificado dos oocistos encontrados nas fezes de um cão de um ano de idade da 
República Checa (SLAPETA,et al., 2002). Os iniciadores utilizados nesse estudo também 
foram Np6 e Np21. Uma outra pesquisa que utilizou o mesmo par de primers encontrou 
uma banda de aproximadamente 900 pb, além da banda de 328 pb, revelada por uma 
cepa de referência de N. caninum NC2 (LOCATELLI-DITTRICH et al., 2004). Técnicas de 
biologia molecular como PCR-RFLP, PCR-SSCP e seqüenciamento revelaram 
polimorfismo entre amostras de DNA de H. heydorni de oocistos eliminados por cães dos 
Estados Unidos, Argentina e Brasil, no entanto as diferenças encontradas não 
demonstraram relação geográfica (SREEKUMAR et al., 2004). Isolados de H. heydorni de 
raposas-vermelhas (Vulpes vulpes) e de cães constituíram populações geneticamente 





(2003). Estes resultados são fortes indicadores de que as cepas de N. caninum que 
circulam entre os canídeos selvagens possam ser diferentes das veiculadas por cães 
domésticos.  
  
         
FIGURA 3:Eletroforese em gel de agarose a 1,2%. Amplificação de fragmentos de DNA extraídos de fezes 
de canídeos selvagens. Coluna A: marcador de peso molecular 100pb; Colunas C, D, E, G, H, J, K: banda M 
(aproximadamente 400pb); Coluna L: controle positivo de Neospora caninum (328pb). 
  
 Oocistos de Neospora caninum são morfologicamente indistinguíveis dos de 
Hammondia heydorni (SCHARES et al., 2001), um coccídio da família Toxoplasmatidae 
que também é parasito de canídeos mas não é patogênico. Por esse motivo, a técnica da 
reação em cadeia da polimerase é de grande importância para a correta identificação de 
oocistos de N. caninum. Os iniciadores Np6 e Np21, que amplificam uma região do gene 
Nc-5, são específicos para diagnóstico de N. caninum, pois as seqüências desses 
iniciadores não são encontradas no genoma de Toxoplasma gondii, Sarcocystis 
capracanis, Sarcocystis cruzi, Sarcocystis miescheliana, Sarcocystis moulei, Sarcocystis 
tenella e Hammondia hammondi (YAMAGE et al., 1996). Essa especificidade é importante 
porque existe a possibilidade de infecções mistas. A região ITS1 rDNA é considerada a 
seqüência de escolha para diferenciar N. caninum de Neospora huguesi, Hammondia 
heydorni e Toxoplasma gondii (SLAPETA et al., 2002). 
A amostra de fezes positiva para N. caninum no presente relato pertencia a uma 
fêmea (L6) de lobo-guará do Zoológico de Curitiba, que nasceu em vida livre e foi 
recebida no Zoológico em 1999, após ser encontrada ferida na região dos Campos 
Gerais, estado do Paraná. No recinto desta fêmea também reside um macho da mesma 
espécie (L5), mas as amostras deste animal não foram positivas na PCR para N. 
caninum. Não foram detectados anticorpos anti-N.caninum pela reação de 
imunofluorescência indireta no soro de L6. Outros pesquisadores também não detectaram 





protozoário (LINDSAY et al., 1999a; WAPENAAR et al., 2006; DIJKSTRA et al., 2001).  
 A provável fonte de infecção do lobo-guará L6 foi o consumo de carne sem 
cozimento, portanto não é possível determinar quando o animal foi infectado. Por se tratar 
de um animal que não nasceu em cativeiro, ainda existe a possibilidade de ele ter sido 
infectado em vida livre. 
Os coiotes (Canis latrans) foram identificados como hospedeiros definitivos de N. 
caninum em um estudo realizado nos Estados Unidos. Quatro coiotes filhotes foram 
alimentados com tecidos bovinos experimentalmente infectados e um deles eliminou 
oocistos em suas fezes. Os oocistos foram reconhecidos como sendo de N. caninum 
baseado em características morfológicas e moleculares. Os oocistos também foram 
submetidos à PCR para H. Heydorni e apresentaram resultado negativo (GONDIM et al., 
2004).  
A produção total de oocistos pelos coiotes detectada foi de 500 oocistos em dois 
dias, o que demonstra que os coiotes podem não ser hospedeiros definitivos eficientes 
para N. caninum (GONDIM et al., 2004). Por outro lado, verificou-se que 300 oocistos são 
suficientes para infectar o gado, demonstrando a importância da transmissão horizontal 
para manutenção da neosporose (GONDIM et al., 2002). A transmissão horizontal ocorre 
por meio da ingestão pelos hospedeiros intermediários de oocistos esporulados no 
ambiente. Os oocistos esporulam em menos de 24 horas, mas não se sabe quanto tempo 
eles sobrevivem no ambiente (DUBEY et al., 2007). Oocistos armazenados por 46 meses 
em solução de ácido sulfúrico 2% a 4°C não infectaram gerbilos durante os dois meses de 
estudo (UZEDA et al., 2007), no entanto oocistos armazenados nas mesmas condições 
por 108 dias não perderam o poder de infecção (GONDIM et al., 2004a).  
Foram realizadas quatro coletas de fezes da fêmea L6, todavia só foi encontrado 
resultado positivo por PCR para N. caninum em uma amostra. Gondim e colaboradores 
(2002) alimentaram cães com cérebros de camundongos e com tecidos bovinos 
experimentalmente contaminados com N. caninum e perceberam que os cães que 
consumiram tecidos bovinos eliminaram uma quantidade significativamente maior de 
oocistos que o outro grupo. Outra importante conclusão deste estudo foi que o DNA do 
protozoário não foi detectado pela PCR em amostras de fezes com menos de 5.700 
oocistos (GONDIM et al., 2002). Outras técnicas de biologia molecular, como a nested-
PCR, podem aumentar a sensibilidade para o diagnóstico do N. caninum. (BARRATT et 
al., 2008; BASSO et al., 2008).  





oferecidos a quatro cães e dois deles eliminaram oocistos nas fezes de sete a 14 dias 
após a infecção. Esta pesquisa demonstra a possibilidade de transmissão entre animais 
selvagens e domésticos (GONDIM et al., 2004b), demonstrando que o ciclo silvestre da 
neosporose pode interferir também na manutenção da doença entre os animais 
domésticos.  
As tentativas de conseguir identificar outros hospedeiros definitivos do N. caninum 
ainda não tiveram sucesso. Treze animais de três diferentes espécies de mustelídeos 
(Mustela erminea, Mustela frenata, Mustela putorius), animais de hábitos alimentares 
carnívoros, receberam tecidos de camundongos infectados com N. caninum e não 
eliminaram oocistos nas fezes. Camundongos que consumiram as fezes desses animais 
não apresentaram anticorpos anti-N.caninum e não foi encontrado DNA do parasito em 
seus tecidos (McALLISTER et al., 1999). O autor deste estudo sugere que outras 
espécies de carnívoros, além dos canídeos, ainda sejam testados quanto ao potencial de 
participação no ciclo da neosporose, como Procionídeos (ex: quatis), Pinípedes (ex: 
focas, leões-marinhos) e Ursídeos (ex: ursos). Raposas-vermelhas (Vulpes vulpes) foram 
identificadas como hospedeiros definitivos de Hammondia heydorni (SCHARES et al., 
2001a) e intermediários naturais de N. caninum (ALMERIA et al., 2002). 
Shares e colaboradores (2005) encontraram oocistos de Toxoplama gondii e de 
Hammondia hammondi em quatro cães na Alemanha. Ambos os protozoários têm os 
felídeos como hospedeiros definitivos, portanto, acredita-se que os resultados obtidos 
foram decorrente de coprofagia. Como no presente estudo foi encontrado apenas uma 
amostra positiva para N. caninum, ainda não é possível afirmar que os lobos-guarás são 
hospedeiros definitivos deste parasito, já que também pode ter ocorrido coprofagia. Foram 
encontrados oocistos de N. caninum nas fezes de duas das 271 raposas-vermelhas 
(Vulpes vulpes) pesquisadas no Canadá (WAPENAAR et al., 2006). Como a prevalência 
encontrada foi muito baixa e a quantidade de oocistos observada foi pequena, os 
pesquisadores não consideraram o estudo como descoberta de uma nova espécie de 
hospedeiro definitivo de N. caninum. Em um outro trabalho, canídeos selvagens desta 
mesma espécie não excretaram oocistos após ingerirem tecidos de cabras e ovelhas 
infectadas (SCHARES et al., 2002). Entretanto, outros estudos com esse objetivo devem 
ser incentivados, com períodos longos de observação, porque sabe-se que a quantidade 









 a) No exame coproparasitológico, 7,5% (3/40) amostras de fezes de canídeos 
selvagens apresentaram oocistos semelhantes aos de N. caninum. 
 b) Na análise por PCR do DNA dos oocistos,  2,5% (1/40) foi identificado como N. 
caninum. 
 c) No Paraná, oocistos morfologicamente semelhantes aos de N. caninum foram 
observados nas fezes de um lobo-guará (Chrisocyon brachyurus), demonstrando a 
presença do parasita em canídeos selvagens. 
 d) A amplificação por PCR da seqüência do DNA de oocisto eliminado por lobo-
guará (Chrisocyon brachyurus), residente do Zoológico de Curitiba – PR, identificou o 
protozoário como pertencente a espécie Neospora caninum. 
 e) Canídeos selvagens cativos nativos do Brasil eliminaram oocistos de N. 
caninum.  
 f) Canídeos selvagens devem ser investigados quanto ao seu potencial de 
transmissão da neosporose e sua importância epidemiológica no ciclo desta protozoose.  
 
 
 5 PERSPECTIVAS 
  
 Os resultados encontrados neste estudo ressaltaram a importância de continuar 
investigando espécies de canídeos selvagens quanto ao seu papel no ciclo da 
neosporose. O DNA de N. caninum encontrado nas fezes do lobo-guará L6 deverá ser 
seqüenciado para posterior comparação com cepas do protozoário isoladas de outros 
hospedeiros.  Na tentativa de comprovar que animais da espécie Chrisocyon brachyurus 
são hospedeiros definitivos de N. caninum, este lobo-guará será acompanhado e suas 
fezes serão recolhidas por um período longo, aumentando assim a chance de observação 
de um número maior de oocistos, e permitindo a aplicação de outras provas nas amostras 
de DNAs extraídos, como PCR para Hammondia heydorni e provas biológicas em 
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EXTRAÇÃO DE DNA DE OOCISTO 
 
1 LISE E HOMOGENIZAÇÃO DA AMOSTRA: 
 
 Homogeneizar as amostras em vortex, pipetar 1 ml do material em um tubo 
eppendorf de 2 ml e centrifugar a 10.000 rpm por 10 min. 
 Descartar o sobrenadante. No material centrifugado, acrescentar 400ul de tampão 
de lise (TE) e homogeneizar. O volume final será de aproximadamente 500ul. 
 Adicionar SDS a 1% do volume final e homogeneizar. 
 Acrescentar proteinase K a 200ul/ml e incubar por 2h no mínimo em banho-maria a 
55°C. 
 
2 EXTRAÇÃO DO DNA 
 
 Adicionar clorofórmio V/V e homogeneizar em vortex. 
 Acrescentar 250ul de solução de precipitação protéica, homogeneizar em vortex 
(metade do volume do clorofórmio). 
 Centrifugar a 10.000 rpm por 10 min. 
 Pipetar a fase aquosa para outro tubo de 2ml e acrescentar etanol absoluto 
resfriado duas vezes o volume pipetado. Incubar por 10 min em gelo. 
 Centrifugar a 13.000 rpm por 15 min a 4 °C. Aparecerá um pellet, descartar o 
sobrenadante. 
 
 3 LAVAGEM DO DNA 
 
 Lavar o sedimento com 300ul de etanol 70% resfriado. 
 Centrifugar a 13.000 rpm por 5min a 4°C. Descartar o sobrenadante. Repetir a 
lavagem e centrifugação. 
 Secar o pellet por 10 min em temperatura ambiente. 
 Ressuspender o pellet em 100 ul de água milliQ estéril. Incubar a 55°C por 20 min. 
 Dosar o DNA e conservar a – 20°C. 
 
 4 SOLUÇÕES 
 
 4.1 Tampão de Lise: 
 
 Tris HCl ..........10 mM 
 EDTA ................1 mM  
 pH 8,0 
 
 4.2 Tampão de precipitação proteica: 
 
 Acetato de potássio 5M ..................6ml  
 Ácido acético glacial ...................1,1 ml 
 Água destilada ............................2,9 ml 
 
 
 
 
 
